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摘  要: 细菌的“活的非可培养状态”(VBNC, viable but nonculturable)发现于 20 世纪 80 年代, 处于

此状态的细菌不但丧失了在培养基上生长繁殖的能力, 而且具有与原菌相似的致病性, 成为可以

逃避检测的“隐性”传染源, 对周围的环境及人类安全构成潜在威胁。作为公认的未可培养微生物, 
它一直是预防医学、流行病学、微生物生态学以及公共卫生检验检疫方面研究的热点问题之一。

现代分子生物学技术和基因组学的深入研究, 为开发环境中的未可培养微生物提供了新的研究方

法和机遇。其中遗传指纹图谱技术、宏基因组技术显示出一定的优势, 同时, 随着各种细菌的非

可培养状态的实验室模型已日臻成熟, 这为开发和利用未可培养微生物资源提供了新的研究思

路。  
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Advance in Technique on the Development of  
Uncultured Microorganism 

SUN Xiao-Yuan  LI Ying  QIAN Ai-Dong* 
(College of Animal Science and Technology, Jilin Agricultural University, Changchun 130118)  

Abstract: Viable but non-culturable state in bacterial cells as received uncultured microorganism has be-
come the fundamental research issues in medical microbiology, epidemiology, general microbial ecology and 
sanitation quarantine since it was put forward in 1982. When in this state, bacterium are no longer able to 
grow and form colonies on conventional culture media, but maintain their patheogenicity, may become latent 
infection escaping detection to threaten enviroment and human security. With the development of modern 
molecular biology technique and metagenomics, it provide new research method and opportunity for uncul-
tured microorganism in the environment. Recently, with the application of the metagenome technique, ge-
netic fingerprinting technical etc, it becomes more and more popular. Simultaneously, along with this state 
become maturity in the laboratory. It provides a new research route for development and exploitation the 
uncultured microorganism.  
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环境中存在着大量的微生物, 长期以来是依靠

纯培养技术研究微生物的, 然而绝大多数种类的微

生物因为不能培养而无法被了解, 严重地限制了人

们对微生物的认识。许多未知细菌是以前从未培养
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过的, 缺乏再现环境条件的方法和培养基质, 造成

了大多数微生物难以被实验室标准方法复苏和培养, 

成为未可培养微生物(uncultured microorganism)[1]。

目前用于开发未可培养微生物的方法有多种, 如：

宏基因组技术、遗传指纹图谱技术、VBNC 菌技术

等等。现将各项技术综述如下： 

1  宏基因组技术 

“宏基因组 (Metagenome)”是由 Handelsman 
等[2]1998 年提出的, 它包含了比可培养微生物大得
多的遗传信息, 其定义为生境中全部微小生物遗传
物质的总和, 最初用来定义土壤细菌混合基因组。
所谓宏基因组学就是利用现代基因组技术针对宏基

因组进行系统研究, 一般是分析微生物在环境中的
基因组集合, 直接分离未培养微生物基因组 DNA,
克隆到可培养微生物中, 最后筛选所需的克隆。 

通过宏基因组技术我们已经获得大量的新基因, 

而且从宏基因组文库中获得的大量信息可以有效的

丰富工业(开发新型生物催化剂)、农业、医学以及

环境生态等各个领域 , 并且带来了很多应用的可

能。Berry[3]、Courtois[4]等运用宏基因组技术对未知

微生物做了相应的研究, 同时对该项技术的应用起

到了促进作用。然而, 宏基因组的实际应用还受到

许多技术和方法的限制, 如宏基因组文库的建立和

筛选手段等, 另外异源表达的相关问题也是限制其

成功与否的关键。常规的检出方法昂贵且费时。相

信随着这一技术的不断完善和发展, 我们能建立更

加快速、方便、有效的方法来开发未可培养微生物

资源。 

2  遗传指纹图谱技术 

核酸指纹图谱技术即 DNA 指纹图谱法是 1985 
年由 Jeffreys等[5]提出, 它是通过用限制性内切酶消
化和与特异的核心探针杂交取得不同大小的 DNA
片段的多点区带图谱, 并与另一个DNA图谱比较以
评价其相似性的技术, 是对多点带图谱中个体的特
异性进行评价的方法。此项技术已经广泛的应用于

微生物学和生态学中, 余育和等[6]运用 DNA指纹分
析技术对群落生命系统进行了分析, 并取得了一定
的成果。而且从中可以看出其优点是不受显隐性关

系、环境和发育阶段的影响, 允许同时进行多样本

分析, 这为研究未可培养微生物提供了行之有效的
方法。 该技术的不足是过于依赖内切酶的选用, 同
时由于方法繁杂、周期长、实验条件高等缺陷而无

法大范围推广, 对复杂微生物群落进行DNA分析时, 
得到的信息过大, 图谱中的谱带较多, 各带强度不
一, 不利于分析, 较难判断等位基因等。因此, 微生
物生态中使用的指纹图谱技术各有优缺点, 我们可
以在各项技术的优缺点中总结出合适的实验技术 , 
从而更好的为我们认识未知微生物打开方便之门。 

2.1  梯度凝胶电泳技术 
变性梯度凝胶电泳 (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis, DGGE)由 Fisher和 Lerman[7]于 1983 

年创立, 以后该技术和 PCR 技术相结合被广泛应

用于各种突变分析。它主要是利用梯度变性胶来分

离 DNA 片段。1993 年 Muyzer 等[8]首次将 DGGE 

用于微生物生态学研究, 更加完整和准确地描述了

微生物种群多样性、数量比例和系统进化等。该方

法经过改进 , 又发展出了温度梯度凝胶电泳

(Temperature Gradient Gel Electrophoresis, TGGE)、

瞬时温度梯度电泳(Temporal Temperature Gradient 

Electrophoresis, TTGE)、和恒定变性凝胶电泳

(Constant Denaturant Gel Electrophresis, CDGE)。 

该方法具有分辨率高、重现性好、方便快捷等

优点, 不但避免了传统上耗时多的菌种分离, 而且

可以对群落中无法培养的可能成员进行鉴定、追踪, 

被广泛地应用于微生物群落多样性和动态性的分析, 

该技术的发展还可以促进其它基因指纹技术的发

展。DGGE 技术的应用在国内还处于初步阶段, 还

有一定的局限性, 例如它不能提供有关微生物活性

的信息、待测样品的预处理是实验误差的主要来源

等等, 很多都会影响到 DGGE 的分析结果。不过若

能充分了解 DGGE 的技术原理和局限性, 再结合其

他的分子生物学技术, 就能更好的为开发微生态学

提供可靠的技术。 

2.2  核酸杂交技术 
核酸杂交技术是 70 年代发展起来的一种崭新

的分子生物学技术, 即根据DNA分子碱基互补配对

的原理 , 以一特异性的 cDNA 探针与待测样品的

DNA 或 RNA 形成杂交分子的过程。它包括籽粒

DNA印迹杂交、狭线印迹杂交法、斑点杂交法等。 

该法具有高度的特异性和灵敏度, 而且快速简
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便。所以近年来核酸杂交技术已成为检测环境微生

物的有力手段之一。其中荧光原位杂交技术(Fluore- 

scence in situ hybridization, FISH)结合了分子生物学

的精确性和显微镜的可视性信息, 可以对环境中的

不同微生物进行检测和鉴定, 尤其是对难培养和未

被培养的微生物进行检测。此方法具有快速、简便、

精确等优点。但是它也有缺点, 它不能提供微生物

的形态学、数量、空间分布和细胞环境的信息。近

年来, 绿色荧光蛋白(Green Fluorescent Protein, GFP)

分子应用到微生物生态学中, 为 FISH 技术的应用

得到进一步的提高。 

2.3  其它技术 
PCR 技术的原理是体外扩增核酸序列获得多个

核酸拷贝, 包括对双链DNA的直接测序或克隆后测

序。它包括以下 3种方法：嵌套式 PCR、PCR扩增、

竞争性 PCR。此外还有核酸探针检测技术, 它是能

与特定核苷酸序列发生特异性互补的已知核酸片段

作探针为有效方式标记, 即利用探针的灵敏检测杂

交结果, 分辨样品中待定 DNA序列。主要有稳定同

位素探针法、寡聚核苷酸探针法、16S rRNA扩增和

测序、16S rDNA直接过核苷酸探针等技术。可确定

某分离物为某一分类单元或证明为新一类单元, 为

检测未知菌提供了有效的方法。 

分子生物学技术最大的优点是直接从样品中提

取总 DNA, 中间没有任何筛选性的过程, 因此所得

DNA能够准确地反映样品中微生物的实际情况, 避

免了传统培养方法不能真实反映微生态实际情况的

缺点, 也不会丢失样品中存在的任何微生物, 能够

对某一微生物在环境下存在的含量做出估计, 对研

究未可培养微生物资源, 发现新基因及其他生物活

性物质的基因有着非常重要的意义。尽管分子生物

学技术已经获得了广泛的应用, 并且取得了一系列

的重要研究成果, 但作为新兴技术, 还存在许多不

足, 例如：获取的信息大、分析的样本多、微生物

的个体信息不具体、无法获得系统发育信息、不能

得到未知菌的菌体、对于细菌的代谢机制不能清楚

地了解、有的仪器价格昂贵、一些药品的价格问题

等等, 给微生物学技术的发挥带来一定的困难。相

信这些不足在技术的不断发展中能够得到完善进而

加以解决。 

3  VBNC 菌在开发未可培养微生物中的 
应用 

VBNC(viable but nonculturable)是公认的未培

养微生物, 1982 年徐怀恕[9]等人通过对霍乱弧菌和

大肠杆菌存活规律的研究, 并首次发现并提出了细

菌“活的非可培养状态 (viable but non-culturable  

state, VBNC)”即细菌在不良环境条件下, 细胞缩成

球形, 用常规方法(平板法、最大可能近似值法)培养

不能生长繁殖, 但仍然具有代谢活性, 是活的一种

特殊存在形式。细菌 VBNC 状态自上世纪 80 年代

发现至今, 受到极大的关注。随着研究的深入, 具有

VBNC 状态的细菌的种类越来越多, 到现在为止已

报道将近 60 多种细菌 [10,11]进入 VBNC 状态。其中

包括许多对人体有害的病原菌 ,  一些病原菌在

VBNC 状态下仍然具有致病性, 从而对人类的安全 

构成威胁。 

随着研究的深入, VBNC 菌试验室模型已经日

臻成熟。自发现细菌活的非可培养(VBNC)状态以来, 

已陆续有大量不同细菌能进入 VBNC 状态的研究

报道[12]。Timothy 等[13]研究类鼻疽假单胞菌在自然

环境中的各种因素下：如渗透压、寡营养、高/低温、

高压、pH 值 、氧气浓度、光照强度或盐度的剧烈

变化等一些环境因子的改变对细菌进入 VBNC状态

有一定的影响。VBNC 状态下细菌可能发生一系列

变化, 包括细胞形态变化、细胞成分、DNA排列方

式、ATP 含量的改变、呼吸频率、代谢活性、大分

子的合成、基因的表达以及在固体或液体培养基中

生长繁殖能力的改变[31−43]等, 而可能最终导致细菌

进入 VBNC 状态。 

3.1  诱导 
各种理化因素中 , 温度可能是诱导细菌进入

VBNC 状态最为显著的因子, 同时也伴随其他条件
的改变, 如寡营养环境(人工海水)等。不同的细菌, 
甚至同一种细菌的不同菌株进入 VBNC状态的条件
也不尽相同。通常弧菌受低温影响明显, 而其它细
菌对高温似乎更加敏感。同时盐度对细菌的生存影

响也很大。 
杜萌等[14]采用 4℃灭菌海水培养迟钝爱德华菌

CW7 株于 28 d 后平板计数结果小于 0.1 CFU/mL, 

而活菌数却始终保持在 109 CFU/mL, 表明该菌已经
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进入 VBNC 状态, 同时可在鸡胚或者营养丰富且温

度回升的培养基中得到复苏, 复苏后仍然具有致病

性; 同年杜萌等[15]将溶藻弧菌 VIB283 用灭菌的海

水在 4 ℃孵育 9 0  d 后 ,  平板计数结果小于 

0.1 CFU/mL 并且活菌数始终保持在 109 CFU/mL~ 

1010 CFU/mL, 表明此菌进入 VBNC状态, 温度转换

后可以使菌在 16 h或 8 d内复苏, 复苏后的菌株与

原菌大多没有差异, 同样具有致病性; Ben Smith和 

James D Oliver 等 [16]低温诱导一种嗜盐弧菌进入 

VBNC 状态, 并首次报道进入 VBNC 状态后, 在温

海水中培养嗜盐弧菌其 vvhA(hemolysin) 基因的表 

达对形成细胞膜是必需的。厌氧菌暴露在空气中时

会进入休眠状态, 如 Rollins 和 Colwell 指出空肠弯

曲杆菌处于振荡培养中相对静止培养可以很快进入

VBNC 状态, 此现象表明氧胁迫对细菌尤其是肠道

菌存活状态有一定的影响。最近 Caroline Cuny等[17]

经研究证明将大肠杆菌由液体培养基转入固体培养

基中 ,  由于氧化应激的作用 ,  使大肠杆菌进入 

VBNC状态。 

3.2  复苏 
VBNC 菌进入可培养状态的过程称为“复苏”。

在复苏期间, 其细胞的形态及数量均要发生显著的

变化。从诱导的研究近况来看, 某些直接逆转不利

条件可使 VBNC 细菌复苏, 例如：培养温度恢复到

正常条件、在培养基中加入某些营养盐、对因盐度

过高而进入 VBNC状态的某些细菌添加保护剂等。

有的研究表明 VBNC 细菌转入宿主体内孵育, 可以

使其得到复苏。更有人利用 “鲇鱼效应 ”来促进

VBNC 细菌的复苏。但复苏不是简单的诱导的逆过

程, 它是一个极其复杂的过程, 目前尚无可使所有

VBNC细菌都得到复苏的报道。 

3.3  检测 
目前, 分子生物学技术包括基因探针、分子杂

交和 PCR 等已经广泛地应用到 VBNC 细菌的检测
中, 因为当细菌处于 VBNC 状态时, 仍能启动某些
基因使其表达, 如霍乱弧菌的 vvh 基因、肠球菌的
pbp5 基因、真菌或霉菌的 act 基因。Gunnar 等[18]

在NASBA分析检测水样中的V. cholerae时, 运用了
即时核酸序列依赖的扩增方法, 此方法能快速简洁
的检测出VBNC状态下霍乱弧菌的毒力基因 tcpA和
ctxA。近年来 , DNA 指纹图谱技术也广泛应用到

VBNC菌的检测[19]。  

4  结语 

随着各项技术的深入研究与发展, 人们对未可
培养微生物的认识更加深入。根据现有的成熟的未

可培养微生物的检测方法即 VBNC细菌的检测方法, 
它在随着分子生物学技术的发展而进步, 也日渐成
为人们探索的热点, VBNC 菌作为自然环境中的一
种公认的不可培养菌, 很有可能是其在极端环境下
或是恶劣条件下, 其基因发生了某些变化而导致其
进入不可培养状态 , 但是仍然具有微弱的代谢活
性。畜产品中的食源性病原菌一旦进入这种状态常

会造成漏检, 从而引起严重的公共卫生危机, 所以
建立一种针对畜产品相关病原菌 VBNC状态的检测
方法, 对保障动物食品的安全以及人类健康势在必
行。由此我们更应该利用现有的成熟的实验室中的

VBNC 菌的模型来建立细菌 VBNC 基因的检测方
法。根据实验室中的 VBNC 菌的研究进展, 我们有
理由相信在自然环境中的大多非可培养菌具有相同

的一组或几组基因, 可以在实验室中的成熟 VBNC
菌模型中寻找相同的基因, 设计探针来检测环境中
的非可培养菌, 特别是进入了 VBNC 状态的食源性
病原菌, 同时, 也可为我们认识自然界中非可培养
微生物提供一项新的研究路线。 
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科技信息 

 
引发头皮屑“元凶”查明 

 
头皮屑几乎每个人都有, 搔痒抓梳一会就像细小雪花那样纷纷落地。引发头皮屑的“元凶”就是一种真

菌, 其学名叫“Malasszia globosa”(译为“球状鳞斑霉”), 它以头皮中的脂肪为食, 刺激皮肤, 造成成片的
细胞像雪花状脱落, 找到其“元凶”为治疗这种皮肤病将提供新方法。这种真菌产生一种酶导致皮肤过敏, 易
引发头皮屑的发生, 研究人员测定了该菌的基因组, 引发头皮屑的真菌酶不只是一种, 至目前为止, 已找到
14种与头皮屑有关的酶, 有助于为针对性地开发酶抑制药物提供新途径。 
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